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緒 曇ム.面冊
青 春期の初め,第 二次性徴期 よ り,人 は心 身 ともにそれぞれ"男 女 らしさ ・の方向に大 き く分
化 してい く。 これをコン トロール しているのが性 ホルモ ンで ある。 これ らの うちestrogenは,
女性の生理生殖機能 において重要 な役割 を果 た してい る。 すなわち,子 宮,乳 腺をは じめ とす る
女性生殖器系の発育,排 卵,月 経 に関連す る性周期の支配 さらに妊 娠に際 しては黄体 ホルモ ン
(gestagen)制御によ る受精卵着床,そ して胎児 発育 の維持 などで ある。 したが って,そ の 体液
中 レベルの測定は,正 常月経周 期婦人で は排卵の予知,検 知 を含 む性腺機能の,ま た妊 婦では胎
児一 胎盤 系機能の診断指標 として,臨 床的に大 きな意義を有 してい る。
非妊時におけ る主 なestrogenは,estrone,estradiolであ る。 これ らは相互 に変換 す ると
ともに,グ ルク ロン酸,硫 酸な どと抱合 した形で もみ られ,そ の生体 内 レベルは性周期 とともに
変動す る。 これ まで ホルモ ンをは じめ とす る生理活性物 質の消長 が,性 周期 との関連で検討 され
てい る1"5〕。黄体形成 ホルモ ン(LH)は 排卵 の指標 とされ るが1),LHピー クに 先行 してその
血中 レベル が上昇す るestrogenはt排卵の予知に有用 と考 え られ る。 この よ うな観点 か ら,抱
合型estrogenに対す るgestagenの比 とLHピー クとの関係 を考 察 した報告 もみ られ る6→o)。
妊娠の進行に伴な って血中 レベルが急激に上昇 す るestriolは,子宮筋 収縮 を抑制 して子宮
興奮作用の強いestrone,estradio1の有害 な刺激か ら胎児 を保 護 し,ま た出産 時 には子宮頸 部
や膣部など産道 にあた る組織 を柔軟 に して分娩 を 円滑 にす るといわ れ る。Estriolは,母体 由
来 のほか,胎 児 の自己保全の ため胎児一胎盤系11)でも産生 され,妊 娠 時は後者 が圧倒的に重 きを
占め る。Estriolの生合成経 路 は,胎 児 副腎 で産生 され るdehydroepiandrosterone3-sulfate
が,16α一hydroxydehydroepiandrosterone3-sulfateとなった後,胎 盤で芳香化 され る(neutrai
pathway)か,あるいは前者 がまず芳 香化を うけた後,再 び胎 児側 へ戻 り16α水 酸化 を うけ る
(phenolicpathway)かの2者 に分かれ る。Estrio1は,さらに母体 の肝,腎,腸 管 に おい て抱
合 を うけ11-14},血中 を循 環 し,尿 中,.胆汁中 に排 泄 され る。 それ ゆ え,母 体 に おけ るestrio1
の体液中 レベルは,胎 児一胎盤系機能 を反映 す る診断指標 となる。 す なわち,血 中,尿 中 レベル
が低値の場 合は未熟児 出生率 が高 く,さ らにそれ が顕著 な場合には死亡をみ るに至 る15→7もこの
ほか,糖 尿病 の妊婦 では,胎 児 に危険 が迫 る前 に帝王切開によ り出産させ るため,そ の モニ タ リ
ングが必須 であ る1&19}など,estriolレベルは妊娠,出 産の管理に重要な指標 となってい る。
また,最 近抱合型estrogenの代謝プ ロフィルの把握 に も高い関心が寄せ られ,高 速 液体 ク ロ
マ トグラフ ィー(HPLC)に よる一 斉分析 も試み られ てい る20'21}。
一方1959年,Berson,Yalow22-25〕によ り開発 され た ラジオイム ノ アッセ イ法 は,感 度,特 異
性 に優れ,ま た操作 も簡便な測定法 である。 そのため,Abraham26}が初 めてestradiolに応用
して以来,生 体内ステ ロイ ドの微量測定法 と して も広 く普及す るにいたっている。 さきに述べた
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よ うに,estrogenは生体 内で代謝を うけ,最 終 的にグル クロン酸,硫 酸 な ど との抱 合体 と して
排泄 され る。従来,生 理活性物質の抱 合は,単 なる極性化,不 活性 化の一形式 にすぎないと考 え
られて きたが,血 液,胆 汁,尿 などにおける抱合体組成の違い27一29}や,性周期 との関連な どの検
討か ら,そ れは利用,配 分,輸 送,分 布 など積極的 な意義を もつ体 内変換 のひとつ とみな され る
に至っている27'30'31}。
ところで,従 来 これ ら抱合体の分析 は,酵 素的あ るいは化学 的水解 によ り遊離す る非抱合型ス
テ ロイ ドを測定の対象 とす る間接 的な方法 がと られて きた。 しか し,こ の方法では脱抱合 が必ず
しも完全 に進行 しないばか りか,各 種抱合型 を分画 し,水 解 す る操作 が煩雑で あ り,し か も抱合
の形式,位 置 に関す る生体 の情報 を失 うなどの欠点 がある。 そ こで近年,抱 合体 を水解す ること
な く直接測定す るイムノア ッセイ法の 開発 がつ よ く望 まれ,抱 合体 に対 す る抗血清の調製 が種 々
試み られて いる。
ステロイ ドの ような低 分子化合物 は,そ れ 自身免疫原性 を もたないため,抗 体の産生には ウ シ
血清 アル ブ ミン(BSA)等 の 高分子 キャ リアー と共有 結合 させ て免疫 に 用 い る必要 が あ る32)。
抗体の特異性は,ハ プテ ンとキャ リァーの結合位置,ブ リッジの長 さや化学 的性質,ハ プ テ ンと
キャ リアーの立体的位 置関係 などによ り左右 され る33'34)。と りわけ ブ リッジを導入す るハ プテ ン
上の位 置の選択は,産 生 す る抗体 の特異性 に大 き く影響す る。 す なわち,キ ャリアー との結合位
置近傍の構造に対す る認識は一般 に低 く,そ の ためハ プテンに特徴的な部分構造 が末端 に露 出す
るよう,結 合 させ るのが有利 と されてい る。 しか しグル クロニ ドの場合,従 来のハ プテ ン抗原は
調製上の容易 さからグルクロン酸部のカルボキシル基 を利用 してキ ャ リァー と結合 させ た もの35'36)
が多 く,そ のため得 られる抗血 清の特異性 は必ず しも十分では なかった。
ステ ロイ ドでは,特 徴的な部分構造 が多 くの場合分子の両極,す なわ ちA,D環 に位 置す る。
その ためキ ャ リアー との結合にB,C環上の位 置を用いる と き,好 結果 を もた らす ことが 多い。
事実,非 抱合型estrogenでは,6位 を介 してハ プテ ンをBSAに結合 させ た抗 原 によ り,特 異
性 に優れ た抗血清が得 られてい る37-39}。そこで,抱 合型estrogenへの 適用 を企 て,estradio1
17-glucuronide,estriol16-glucuronideを対 象 に選 び,こ れ らの[C-6]ハ プ テ ンを調製 し,
それ らを用 いて特異 性 に優 れ る抗血 清 を得 た。 さらに二 重抱 合体 で あ るestradiol3-sulfate
l7-glucuronide,estriol3-suifate16-glucuronideの[C-6]ハプ テ ン化 を 試 み,BSA結
合体 を用 いて特異抗血清の調製に成功 した。最後 に生体試料へ の適用 を目的 と して,こ れ ら抗血
清を用いた血 中estrogen二重抱合体 の直接 ラジオィムノア ッセイ法を開発 し,そ の有 用性を 明
らかに した。
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第1章 EstrogenD環Glucuronideの
特 異 抗 血 清 の 調 製40)
第1節 序
緒 論で述べ た如 く,ス テ ロイ ドの よ うな低分子化合物は,そ れ自身免疫原性を もたないため,
カルボキシル基などの反応活性基を もつ ブ リッジの導入によ ってハ プテ ン化 し,こ れを高分子キ ャ
リアー と結合 させ免疫抗原 と してい る32}。従来,estrogenglucuronideのハ プテ ン抗 原 は,調
製上 の容 易 さか ら糖部 のカルボキシル基 をキ ャ リアー との結 合に利用 したもの35'36}が多い(Fig.
1a)。D環glucuronideの場合,グ ル クロ ン酸部にキ ャ リアー を結合 させ て得 られ る抗血 清は,
D環構造の識別 が低 く,非 抱合型 との交差反応 が著 しい。
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そこでA環 上の位置 を介 してキ ャ リアーを導入 することが試み られ た。Soaresら41)は,p一ア
ミノ安息香酸の ジァゾカ プ リングによ ってA環 にブ リッジを導入 し,そ のカル ボキ シル基 をBS
Aとの結合に用いてい る(Fig.1b)。またNambaraら42・43)は,グル クロ ン酸 のカル ボキ シル基
に よる結合 を避 け るため,2一ア ミノ体 とBSAをグルタル アル デ ヒ ドで架 橋す る方 法,フ ェ ノー
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ル性ス テロイ ドのマ ンニ ッヒ反応 を利用す る方法,ま たはP一ア ミノベ ンゾィル化BSAを ジァ ゾ
カプ リングす る方法 によ り,そ れぞれハプテ ンーBSA結合体 を調製 して いる。
しか し,こ のよ うに して得 た抗血清は,D環 の構 造 は よ く識別 す る もの の,BSA結 合 部位の
A環 に置換 基 を もつcatecholestrogenあるい はguaiacholestrogenのD環glucuronide,
またA,D環 と もに抱合 され たestrogen3-sulfateD環glucuronideとの交 差反 応性 が少 な
くない。
一方非抱合型estrogenでは,そ の特徴的 な官能基 を有す るA,D環 の いず れ か ら も離れ た6
位 を介 してBSAと結合 させたハ プテ ン抗原 を用い ると,特 異性 の 高 い抗 血 清が得 られ るこ とが
知 られて い る37'38}。Shimadaら44}は,アミノ基 を反 応活 性基 と して導入 したA環glucuronide
の 〔C-6]ハプテ ンを調製 し(Fig.1c),優れた成績 を得 て い る。 しか し,こ の方法 は 工程 が長
く,中 間体の精製が困難 なため,簡 便 な合成法 とはいい難い。Estrogenglucuronideの[C-6コ
ハプテ ン抗原 の調製 に おけ る問題 は,BSAを グル ク ロ ン酸 部 のカ ルボ キ シル 基 とでは な く,
[C-6]ブリッジのカルボキ シル基 と選択的に結合 させ ることが困難な点にあ る。
そ こでグルクロン酸部 を保護 した まま,ス テ ロイ ドハ プ テ ンにBSAを結 合 させ,つ いで保 護
基 を除去す るChaudhriら45}の方法 を応用 し,キ ャ リアーの位 置選択 的な結合 と合成 の簡便 化 を
図 った。 これ に よ りestradioll7-glucuronide,estrioll6-glucuronideのハ プテ ン抗 原 を調
製 し,そ れ らを用いて抗血清 を得 た。
第2節 抗EstrogenD環Glucuronide抗 血 清 の 調 製
は じ め に,抗estradiolI7-glucuronide抗血 清 の 調 製 を 試 み た 。 ま ずLongwellら46)の方 法
に 従 い,estradioiより数 工 程 で 得 た6-oxoestradiol(1)を出 発 物 質 に 選 び,D環 に グ ル ク ロ
ニ ル 基 を 導 入 す る た め,3位 水 酸 基 を ベ ン ジ ル エ ー テ ル(2)と し て 保 護 し た47'48)。つ い で 炭 酸
銀 を 触 媒 に 用 い,methyl1-bromo-1-deoxy-2,3,4-tri-0-acetyl-a-D-glucopyranuronate
と 縮 合 させ るKoenigs-Knorr反応 に 付 し,6-oxoestradiol17-glucuronideacetate-methyl
ester3-benzylether(3)を製 した 。3はIH-NMRス ペ ク トル に お い て,4.60PPmに グ ル
ク ロ ン 酸 部 の ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ン がJ-7Hzのdoubletで み ら れ,ス テ ロ イ ド部 と の 結 合
が β 一glucuronoside結合 で あ る こ と を 支 持 し た 。 つ い で3をPd-C触 媒 を 用 い る 加 水 素 分 解 に
よ り脱 ベ ン ジル 化 し た の ち,carboxymethoxylamineと結 合 さ せ,6-(0-carboxymethyl)oxime
(5)に 導 い た 。
こ こ に 得 られ た ハ プ テ ン(5)を,混 合 酸 無 水 物 法49}によ っ てBSAと 結 合 さ せ,つ い で ア ル
カ リ水 解 に よ り グ ル ク ロ ン 酸 部 の 保 護 基 を 除 去 し45},estradio117-glucuronide-BSA結合 体
(7)を 得 た(Chart1)。 こ の と き ハ プ テ ン/BSAの 結 合 モ ル 比 を260Dmに お け るUV吸 収
法 に よ り求 め た と こ ろ,20で あ っ た 。
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つ ぎにestriol16-91ucuronideのハ プ テ ン抗 原 を 調 製 し た(Chart2) 。 さ き と同 様,Marrian
ら5Q)の方 法 に 従 っ てestriolよ り合 成 し た6-oxoestriol(8)を出 発 原 料 に 用 い た 。 こ れ を3一
ベ ン ジ ル エ ー テ ル(9)と し た の ち 前 述 同 様Koenigs-Knorr反応 に 付 し ,6-oxoestriol16-
glucuronideacetate-methylester3-benzylether(10a)およ び6-oxoestriol17-glucuronide
acetate-methylester3-benzylether(10c)の混 合 物 を 得 た 。 溶 離 液 に ベ ン ゼ ン/エ ー テ ル
(1:1,v/v)を 用 い る シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 離 し,10a,10cを 約12:
1の 量 比 で 得 た 。 両 者 は マ ス ス ペ ク トル に お い て い ず れ もm/z708に 分 子 イ オ ン ピー ク を 示 し,
D環glucuronideで あ る こ と が 明 ら か と な っ た が,そ の 結 合 位 置 はiH-NMRス ペ ク トル に
よ り決 定 し た 。 す な わ ち10a,10cを そ れ ぞ れ 定 法 通 りの ア セ チ ル 化 に よ り10b,10dと し,そ
れ ら の16β お よ び 玉7αプ ロ ト ンの 化 学 シ フ トを 観 察 した 。10aに お い て,16β,17α プ ロ トン が
3.5-4.Oppmに み ら れ た の に 対 し,10bで は16β プ ロ ト ン は4.1-4.4ppmにmultipletと
し て シ フ ト し,一 方 ユ7αプ ロ ト ン は5.01ppmにJ6Hzのdoubletと し て 低 磁 場 側 へ 大 き く
シ フ ト し た 。 こ の こ と か ら,10aに 対 す る ア セ チ ル 化 は17位 水 酸 基 に お こ っ て お り,し た が っ て
10aは16位 で グ ル ク ロ ン 酸 と結 合 して い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 ま た ア ノ メ リ ッ ク プ ロ ト ンが
4.58ppmにJ-7Hzのdoubletで み ら れ,β 一glucuronoside結合 を 支 持 し て い る 。 他 方10c
で は,17α プ ロ ト ン が3.36ppmにJ-5Hzのdoublet,ヱ6β プ ロ ト ン が4.12ppmにmultiplet
と し て み ら れ る。 ア セ チ ル 化 物 の10dで は17α プ ロ ト ン が3.73ppmにJ-7Hzのdoublet,16
β プ ロ ト ン が4.9-5.4ppmにmultipletと し て み ら れ,17aプ ロ ト ン に 比 し て16β プ ロ ト ン
が 低 磁 場 側 へ 大 き く シ フ ト して お り,10a・10bの 位 置 異 性 体 で あ る17-glucuronideであ る こ
と を 示 し て い る。
10aを 脱 ベ ン ジ ン 化 し て11と し,以 下4の 場 合 と 同 様 に6-(0-carboxymethyl)oxime化,B
SAと の 縮 合,ア ル カ リ 水 解 を へ てestriol16-glucuronideのハ プ テ ン 抗 原(14)を 得 た 。 こ
の と き ハ プ テ ン/BSAの 結 合 モ ル 比 は16で あ っ た 。
以 上 の よ うに して 得 た ハ プ テ ン抗 原(7,14)を 生 理 食 塩 液 に 溶 か し,Freund'scomplete
adjuvantとの 乳 濁 液 を 調 製 して 雄 性 家 兎 の 背 部 皮 下 お よ び 四 肢 指 間 皮 下 に 反 復 投 与 し,6カ 月
後 に 抗 血 清 を 得 た 。
第3節 抗EstrogenD環Glucuronide抗血清 の 力価お よび特異 性
これ ら抗血 清の性 質は,ラ ジオィムノアッセィに よ り評価 した。 標 識 抗 原 に は,そ れ ぞ れ
[6,7-3H]estradiol17-glucuronide,[6,9-3H]estrio116-glucuronideを,また 結 合 型
(B)および遊離型(F)の 分離には硫安 分画法 を用 いた 。抗血清 の最 終希釈倍 数は,添 加 した
[3H]標識 抗 原 の50%と 結 合 し得 る濃度 と して求め,抗estradioll7-glucuronide抗血清で
3,000倍,抗estriol16-glucuronide抗血 清で5,000倍の値 を得 た 。標準 曲線の作成 は,各 希
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釈度の非標識抗原を用いてア ッセ イ し,非 標識体添加量に対す る[3H]標 識 体 結 合%を 片 対数
プ ロッ トす ることによ って行 ない,い ずれ も50-1,000pgの範囲で定量可能 な検量線 を得 た。
抗血清の特異性 は,Abraham26}の方法に従 い近縁化 合物32種との交差反応性試験によ り検討 し
た(Table1,2)。 その結果,抗estradiol17-glucuronide抗血 清 が stradio13-sulfate
17-glucuronideと約18%の交差反応性 を示すほかは顕著 な交 差反 応 を認め なか った。特 にA環
にBSAを結合 させて得た抗血清4443}が示 した二重抱合体 との交差反 応性 は著 しく減少 し(Table3),
また非抱 合型 との交差反応性 もみ られず,期 待通 り特異性の改善 され ることが判明 した。
第4節 考 察
Estrio13--benzyletherとmethyl1-bromo-1-deoxy-2,3,4-tri-O_acetyl-a-D-
glucopyranuronateとのKo nigs-Knorr反応 を,ベ ンゼ ン中炭酸 銀 を触 媒 に用いて 行 な うと,
ユ6-glucuronideおよび17-glucuronideが約3:2の 割合で生 成す る51)。これ ら位 置異性 体 は,
物 理的性質 が相 互に酷似す るため,分 取薄層 クロマ トグ ラフ ィー(TLC)あ るいは カ ラム クロ
マ トグラフィーでは分離困難であ り,HPLCが用い られている52)。今回,6--oxoestriol3-benzyl
etherを同条 件下 でKoenigs-Knorr反応 に付 した ところ,16-glucuronideが優 位 に生成 し,
かつ両位置異性体はTLCまたはカ ラム クロマ トグラフィーによ り容易に分離 す ることがで きた。
今回のハ プテ ン抗原調製法 は,グ ル ク ロン酸部を保護 した ま まブ リッ ジを導入 し,BSAと結
合 させ た後保護基 を除去す るため,中 間体の 精製 など取 り扱 いが容易で あ る。 またBSAをグル .
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クロン酸部の カルボキ シル基ではな く,6位 に導入 した ブリッジのそれ と選択的に結合 させ得 る
利点 を有 してい る。 そのため,得 られた抗血清は,A,D両 環の構造 を と もに よ く識 別 し,従 っ
て両環に抱合 をうけている二重抱合体との交差反応 性が減少 したと考 え られ る。一 方,抗estradiol
I7.glucuronide抗血清の場合,二 重抱合体 との交差反応性は従来の もの に比べ 大 き く減少 して
い るものの,そ の値は無視で きない もので あ り,今 なお改善の余地があ る。
さき に,抗estrogen3-gluctironides抗血 清の調製において,6-(O-carboxymethy1)oxime
をブ リッジに用いて得た抗血 清は,A環 の認 識 が不十 分で あ る5q541のに対 し,6-aminometby1
体 にグル タル アルデ ヒ ドによる架橋反 応 を適屠 した'どき44},また6-[O-(3-carboxypropyl)-
carbamoylmethyl]oximeをブ リッジに用 いた場合55}には良好 な結果が得 られてい る(Fig.2)。
これ らの事実 か らみて,こ の問題は6位 に導入 す るブ リッジの 工夫によ り改善 し得 るもの と思わ
れ る。
OHOH
蝿i毒・ __A竪 ・ CH2NH()～〈NHBSA
Fl9,2,HoPten-BSAConjugGtesofEstrodiol3-Glucuronide
以上の よ うに,非 抱合型estrogenについて優れた抗血清 を与 える[C-6]ハプ テ ンは,抱 合
型estrogenにつ いて も有用 なことが立証 され,キ ャ リアーを結 合 させ るの に簡便かつ選択 的な
方法 が確立 された 。
また6位 にキャ リアーを導入す ることか ら,A,D環 の二重抱合体に対 す るハ プ テ ン抗 原 を調
製 し得 る可能性 が示 された といえる。
因みに,こ こに得 られた抗血清は,臨 床的に婦人尿 中estradiol17-glucuronideのラジオ イ
ムノァ ッセ イに応用 されて いる56}。
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第2章Estrogen二 重 抱 合 体 の
特 異 抗 血 清 の 調 製57'58)
第1節 序
古 くestrogenの定量には,遊 離型を対象 と して,Kober反応59)を利用す る比色 分析法 が用
いられ た。その後 と りあげ られた血 中,尿 中の抱合体は,向 流分配法,酵 素水解 と組み合わせた
有機溶媒抽 出法で分画 され,遊 離 型 と して 定量 され た。Strawら60},Jayleら61)は,arylsuレ
fatase水解 に よるestriolの遊 離 が,あ らか じめ β一glucuronidase処理 した妊 婦尿 の方 が未
処理の ものに比べて多い事実を見い出 し,二 重抱合体estriol3-sulfate16(orI7)-glucuronide
の存 在 を示 唆 した。Touchstoneら62)は,妊婦 血 中の 全 抱 合 型estriolのうちglucuronide
が31%であ るのに 対 して,sulfate-glucuronideは44%を占め る こと,ま たarylsulfatase処
理後,β 一glucuronidaseで水解 す る と,未 処 理の 場合 よ りestriolが多量 に遊離 す る ことを
示 した。その後研究 が進展す るにつれ,妊 婦血中estriolの主たる抱合形式 はestrio13-sulfate
l6-glucuronideであることが明 らか とな った。二重抱合体 は,こ のほ か膀 帯 血や羊 水63),さら
に新生児の 尿63〕,胆汁 中29'64}にもみ られ てい る。1960年代 に入 り,放 射性 同位元素 を用 い て
estriolや各種抱合体の生合成,代 謝,体 内動態 が研究 されるに従い,多 重抱合体画分にはsulfate-
glucuronideのみ な らず,di・一あるい はtriglucuronide等も存在 す る可 能性 が示 唆 され るにい
た ってい る65f7)。
一 方 ,estradiol17-glucuronideをは じめestriol,testosteroneなど のD環glucuronide
は,胆 汁 うっ滞 をひきおこす ことが知 られてい る6&69}。ラッ トを用いた実験 では,estradiol17-
glucuronideは肝 で代謝 を うけ,主 にestradiol3-sulfate17-glucuronideの形で胆 汁 中へ排
泄 され るが,こ の種の二重抱合体 には胆汁分泌を促 す作 用があ るとい う70}。このほか,estrogen
の 多重抱 合 体 と して,sulfate-N-acetylglucosaminide71),disulfate72}など が 知 られ て い る。
この よ うな多重抱合体の生成は,排 泄 を容易にす るための極 性化,抱 合形式の変換におけ る中間
体 と しての役割等2&73}に主た る生理的意義があ ると考え られ ている。
Sulfate-glucuronideの生 合 成 に は,そ れ ぞ れsulfate,glucuronideから 出発 す る2つ
の経 路 が考 え られ,従 来Emermanら74},Inoueら75)の二 重標 識体 を用 いた実験結 果 か ら,
glucuronideがその前駆体であるとされていた。 しか し,近 年HδIlerら76'77}が,2-hydroxyestrio1
2(or3)-sulfate16-glucuron三deの存 在 を証 明す る とと もに,sulfateを前駆 体 とす る経 路
の関与 を提唱 して お り,未 だ明確 な結論は得 られて いない。
この よ うな背景か ら,二 重抱合体 の測定 は重要 な課題 と考え られ るが,そ の簡便 なア ッセイ法
は確立 されてい ない。Estrogen二重抱合体について も,他 の抱合体 と同様,特 異抗血 清の調 製
とそれを用いる直接ア ッセ ィ法の開発 が,生 理 的意義解明に大 きく役立つ ものと思われる。 また,
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排卵の予知 とい う観点 からも,正 常 月経周期婦人 におけ るその消長に興味 が もたれる。 そこで,
さきにその有用性 が示 された[C-6]ハプテンを用 い,抗estradiol3-sulfate17-glucuronide
な らび に抗estrio13-sulfate16-91ucuronide抗血清の調製 を試みた。
第2節 抗Estrogen二重 抱合 体抗 血清 の調 製
まず,estradiol3-sulfate17-glucuronideのハ プ テ ン抗 原 の調 製 を企 て た(Chart3)。
当初4を ピリジンーク ロロスルホ ン酸複合体に よって スルホ ン化 し,得 られ る6-oxoestradiol3-
sulfate17-glucuronideacetate-methylesterを6-(0-carboxymethyl)oxime(15)に導 く
ことを試み た。 しか し,3-sulfateのオキ シム化は進行 し難か ったため,先 にオキ シム(5)と
したの ち,ス ルホ ン化に付 し,目 的とす る15を得 た。BSAと の結 合 は,混 合酸無 水物 法 を用 い
ると,反 応条件下で硫酸エステルが加水分解 をうけ るおそれがあるため78},いったんp一ηitrophenol
と縮合 させ活性エステル(16)に導 くことと した。 ジオキサ ン中水溶性 カルボ ジイ ミド(1-ethyl-
3-(3-dimethylaminopropy1)carbodiimide)を縮合剤に用いて反応 を試 み たと ころ,活 性 エス
テルは生成す る ものの イソ尿素 が多量に副生 した。 そ こで反応条件 を種 々検討 した結果,ア セ ト
トニ トリル中N,Mdicyclohexylcarbodiimide(DCC)を用 いる ことに よ り,副 反 応 を 伴 わ
ず に16を得 ることがで きた。ついで温和な条件下 交 換反応 に よ りBSA結合 体(17)と し,ア ル
カ リで水解 して 目的 とす るハプ テ ン抗原(18)を 得 た 。UV法 に よ り測 定 したハ プ テ ン/BSA
の結合比 は18であ った。
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つ ぎにestriol3-sulfateI6-glucuronideのハ プ テ ン抗 原の 調製 を試み た(Chart4)。15
の場合 と同様,6一オキ シムと したのちスルホ ン化す ることと した。 まず17位水 酸基 を保 護 した17-
acetate(10b)を加水 素分解 に付 し,脱 ベ ンジル化 された19aと6位 カルボニル も同時に還元 さ
れた19bの混合物 を得 た。 これ をシ リカゲルカ ラム クロマ トグラフィーで分離 し,再 結晶 によ り
19aと19bを約9:2の 量比で得た。19aはUVス ペ ク トルにおいて6-oxoestrogenに特 徴的 な
吸収(λmax257,317nm)50}を示 し,ま たマススペ ク トルでm/z660に 分子 イオ ン ピー クを
与 えた。一方19bは,6位 に共役系を もたないestrogenの吸収 スペ ク トル(λmax283,290
(shoulder)nm)50)を示 し,そ れぞれの構造 を支持 した。
ついで19aを6-(0-carboxymethyDoxime(20)に導 いた と ころ,生 成 物 はTLC上spm,
anti異性体 と思われ る2個 のスポ ッ トを与 えた。 両者 はともにジアゾメ タ ンで メ チル エス テル
とな り,カ ルボキ シル基の存在 が確認 されたため,こ れを分離す ることな くその ままスル ホ ン化
に付 し,21を得 た。21につ いて もジァゾメ タンを用い るエステル化 によ りカルボキ シル基の存在
を確認 した。ついでp-nitrophenylester,succinimidoesterなど活性エステル化の条件 を種 々
検討 した結果,ア セ トニ トリル中DCCを縮 合剤 に 用いてp-nitrophenylester(22)に導 い た。
ついで,estradio13-sulfate17-glucuronideの場合 と同 様 にBSAと の 縮 合,ア ル カ リ水 解
をへ てestriol3-sulfate16--glucuronide-BSA結合体(24)を 得 た 。 硫 酸 発 色 法 に よ りハ
プテ ン/BSAの結合 モル比 を求めた ところ14であ った。
この ように調製 した18,24を第1章 第2節 に述べた如 く家 兎に免疫 し,6カ 月後に抗血 清を得
た。
第3節 抗Estrogen二 重 抱 合 体 抗 血 清 の 力 価 お よ び 特 異 性
抗estradio13-sulfate17-glucuronideおよ び 抗estriol3-sulfate16-glucuronide抗血
清 の 性 質 を ラ ジ ォ ィ ム ノ ア ッセ ィ で 検 討 す る た め,ま ず[泊]標 識 抗 原 を 生 合 成 に よ り 調 製 し
た(Chart5)。[6,7-3H]Estradiol17-glucuronideを基 質 に 用 い79),3'-phosphoadenosinθ一
5'-phosphosulfate80),D-glucaro-1,4-1actoneの存 在 下,モ ル モ ッ ト肝 ホ モ ジ ネ ー トユ05,000
Xg上 清 と と も に37℃ で2時 間 イ ンキ ュ ベ ー ト した 。 生 成 物 の 分 離,精 製 は 以 下 の よ う に して 行
な っ た 。 す な わ ち,当 初Fotsisら81)の 方 法 に 従 い,DEAE-SephadexA-・25(AcO-),
な ら び にTLCに よ る 分 離 精 製 を 試 み た が,硫 酸 エ ス テ ル の 水 解 を 伴 い,あ る い は 回 収 率 が 低 く,
満 足 し得 る成 績 は 得 ら れ な か っ た 。 そ こ で 水 層 か ら の 抽 出 にSep-pakC18カー ト リ ッ ジ を 用 い
る と と も に,0.5%NH4H2PO,ノCH3CN(5=1,v/v)を 移 動 相 と す る 逆 相 系H
PLCに よ り 分 離 精 製 し た 。 得 ら れ た 標 識 体 は,HPLCお よ びTLCに お け る ク ロ マ ト グ ラ フ
的 挙 動 が 非 標 識 体 標 品 の そ れ と 完 全 に 一 致 し,[6,7-3H]estradiol3-sulfate17-glucuronide
で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 同 様 に,[6,9-3H]estriol16-glucuronideを基 質 に 用 い
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[6,9-3H]estriol3-sulfate工6-glucuronideを調製 した。
標 識抗 原には これ らの[3H]標識 体 を,B/F分 離 に はデ キス トラン炭 末 法を用 いて,ラ ジ
オイムノア ッセイを行なった。抗血清の希釈倍数は,第1章 第3節 と同様 に して 求 め,抗estradiol
3-sulfatel7-glucuronide抗血 清 で800倍,抗estriol3・-sulfate16-glucuronide抗血 清 で
8,000倍の最終希釈度 を得た。 標準 曲線は片対数変 換によ り作成 し,そ れぞれ100-2,000pg,50-
2,000pgの範 囲で定 量可能 な検量線 を得 た。 また抗体の親和定数(Ka)をScatchardの方法82j
に準 じて求 めた ところ,1.01×109M→,2.48xIOgM→と満足 し得 る値で あった。
これ ら抗血 清の特異性 は,そ れぞれ近縁 ステ ロイ ド20種および18種を用い交差反応性試験 によ
り検討 した(Table4,5)。その結果,い ずれの抗血清 も抱 合型 ステ ロイ ド,非 抱合 型 ステ ロイ
ドとほ とん ど交差反応性 を示 さず,抱 合部位 を含めたハ プテ ン分子全 体の構造 を認識 して お り,
優れた特異性 を有 す ることが判明 した。
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第4節 考 察
本章に おいて抗血清調製の対象 と した二重抱合体は,A環 に硫酸,D環 にグル クロ ン酸 が結合
した構造であ り,強 い極 性を有 している。 しか し,ハ プテ ンの合成は,グ ル クロン酸部を保護 し
た まま化学修飾す るため,中 間体の精製 が比較的容易であ り,こ こで も本法 の有用性が実証 され
た。
[3H]標識 抗 原 も,極 性 が きわ めて 強 く,TI.C等に よ る分 離i精製 は困難 で あ った が,HPL
Cでは操作 も簡便で あ り,高 い回収率で 目的物を得 ることがで きた。得 られた抗血 清の性 質 を,
この標 識抗原 を用 いて検 討 した ところ,近 縁 の二 重抱合 体,A環sulfate,D環glucuronide
などとの交差反応性 もほとんどみ られず,抱 合部位 を含め二重抱合体の分子全体 を認識 してお り,
[C-6]ハプテ ンが優 れた ものであ ることを示 した。 また,十 分 な親 和定数 を もつ こ とも確 か め
られた。
これまでestriolの二重抱合体は,血 中における最 も代表的な抱合形式 である とされて きた27'62〕。
しか しなが ら,直 接 イムノア ッセイに必要 な抗血清が得 られな いため,そ の測定には分画,水 解
を組み合わせ た煩雑 かつ信頼 度の低 い方法 がとられてい る。 ここに得 られた抗血清は,estradiol
3-sulfateユ7-glucuronide,estriol3-sulfate16-glucuronideをそ れ ぞ れ 良 く識別 し,こ れ
らは分画,加 水分解 を要 しない直接 ラジオイムノア ッセイ法の確立 に役立つ もの と期待 され る。
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第3章Estrogen二 重 抱 合 体 の
直 接 ラ ジオ イム ノ ァ ッセ イ
第1節 序
前述の よ うに,血 中,尿 中にみ られ るestrogen抱合体 は,女 性の生理生殖機能,排 卵,さ ら
に胎 児一 胎盤系 機能 の診 断指 標 と して重 要視 され て いる。Estrio13-sulfate16-glucuronide
については,さ きにその存 在が示唆 され6。・61),体液中 レベ ルの測定 も試み られてい る62-65}。その
結 果,妊 婦血中ではestrio1抱合体 の うち,最 も重 きを 占め る ことが明 らか とな った。 しか し
ながら,未 だ簡便 な直接 ア ッセイ法 が確立 され るにはいた っていない。 また近年,諸 種疾患 に伴
う抱合形式の代謝 プ ロフ ィルの変動 も注 目されて お り83-86},各種抱合体の 特異抗血清 を用 いる直
接ア ッセイが この 目的 にも有利であ る。
一方 ,estradiol3-sulfate17-glucuronideに関 して は,動 物実験 によ る きわめて わず かな
報告 がみ られ るのみであ る68'oO)。ヒ トで は,[3H]estradiol17-glucuronideを投 与 した女 性
の尿中に少量の87),また胆汁中に主代 謝物 と して88ヒ重抱合体が見い出 されてい るものの,内 因
性estradiol3-sulfate17-glucuronideの測定 については未 だ報告例 がない。
そ こで,第2章 で得 られ た二重抱合体の特異抗血清を生体試料に適用 したと きの有用性 を確 か
め る た め,血 清 試 料 につ いてestriol3-sulfatel6・-glucuronide,estradiol3-sulfatel7-
glucuronideの測定を行 な った。
第2節 血 中Estriol3-Sulfate16-Glucuronideの直 接 ラジオ イム ノア ッセ イ89)
抗血清は第2章 で調製 したもの を,標 識抗原には[6,9一ヨH]estrio13-sulfateユ6-glucuronide
を用い,B/F分 離はデキス トラン炭末法 によ り,ラ ジオイムノアッセ イを行 な った。 また血清
試料は10-100倍に希釈 した ものを使 用 した。炭末処理 した ヒ ト血清 をア ッセ イ系 に加 え て検 量
線を作成 した ところ,内 因性の共存物質に よる妨害がみ られず,50-1,000pgの範囲で測定 が可
能であ った。 まず,ア ッセイ系の正確度を確 かめ るため,添 加 回収試験 を行 なった。 ブラ ンク値
はいずれ も検 出限界以下で あ り,各 種濃度 において良 好 な回 収率 が認め られ た(Table6)。さ
らに,血 清5検 体 を用いて 日内変動 および日差変動 を吟味 したところ,CV値 はい ずれ も10%以
下 と満足 し得 る成績 で あ り,両 者の値 はよい一致 をみ た(Table7)。
つぎに本法の信頼性を確認す るため ,血 清 をHPLCに付 し,estriol3-sulfate16-glucuronide
画分 を分取 して ラジオ イムノアッセ ィに付 す 方法(HPI.C一ラ ジオ イム ノ ァ ッセ イ法)9。)との
比較を行なった(Fig・3)。妊婦血 清31例につ いて 直接法 と比 較 した と ころ,yニ0.86x-O.19,
r-O.97と良好な相関が認め られ た(Fig.4)。
最後に本 アッセ イ法の 臨床への応用 と して,妊 婦におけ るestrio13-sulfateI6-glucuronide
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の血中 レベ ルと妊娠週齢 との関係 を123例につ いて考 察 した。Fig.5にみ られ るよ うに ,estriol
3-sulfate16-glucuronideの血中 レベルは,妊 娠の進行 と と もに 増大 し,と くに末期 に おいて
著明 な上昇 をとげ,分 娩後は急速 に消失す ることが明 らか とな った。
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第3節 血 中Estradiol3-Sulfate17-Glucuronideのラ ジオ イム ノア ッセ イ91〕
抗血清は第2章 で調製 した ものを,標 識抗原には[6,7-3H]estradiol3-sulfate17-glucuroni-
deを用い,B/F分離はデキ ス トラン炭末法によ り,ラ ジオイムノア ッセイを行 な った。Estradi-
ol3-sulfate17-glucuronideの血 中 レベルは きわめて低 く,希 釈 によ る直接測 定は困 難 な こ と
が予想 されたため,血 清中の内因性妨害物質を除去 す る目的で,試 料 をSep-pakC18カー トリッ
ジに よ り前処 理す ることとした92)。炭末 処理,つ いでSep-pakCls処理 した ヒ ト血 清 を用 いて
検量線 を作成 した ところ,内 因性物質な どによ る妨害 はみ られず,50-2,000pgの範囲で測定可
能で あ った。 ついで添加回収試験を行な ったが,ブ ランク値は いずれ も検出限界以下で あ り,各
種 濃度 に おいて良 好 な回収 率 を得 た(Table8)。またSep-pakC18カート リッジか らの 回 収
率 も平均92%と良好で あった。 さらに 日内変動,日 差変動を検討 したと ころ,CV値 は と もに12
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%以 下 で あ り,精 度 も満 足 し得 る も の で あ っ た(Table9)。
つ ぎ に 臨 床 へ の 応 用 と して,妊 娠 の 進 行 に 伴 うestradiol3-sulfate17-glucuronideの血 中
レ ベ ル を77例 に つ い て 測 定 し た 。 そ の 結 果 ,Fig.6に 示 す よ うに,estradiol3-sulfate17-
glucuronideの血 中 レ ベ ル は 妊 娠 末 期 に お い て 上 昇 す る 傾 向 を 示 し,estradiol17-glucuronide
の そ れ93)より もや や 低 値 で あ る こ と が 判 明 し た 。
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一 方,血 中estradio13-sulfateユ7-glucuronideの同定 を目的 と して,プ ール した妊婦 血清
(33-38週)を用 い,酵 素水解 前後 に おけ るその存 否に ついて 逆相 系HPLCによ り検討 した 。
酵素 はHelixpomatta由来 のsulfatase一β一glucuronida£eを用 い,加 熱除 たん 白後,水 解
を行なわない血清 と同様AmberliteXAD-4カラムに通導処 理 し,HPLCに付 した 。Estradiol
3-sulfate17-glucuronide画分 を分取 し,ラ ジオ イム ノア ッセ イ法 に よ り検 出 した。酵 素水解
を行なわない血清では,0.7-0.8ng・ml→の二 重抱合体 が検出 されたのに対 し,酵 素水解 後 の血
清には,こ の化合物は検出 されなか った。 また,同 じプール血清 を直接 ラジオ イムノアッセ イ法
により測定 したところ,0.85ng・m1-1とほぼ同様の値 が得 られた。 これ らの結果は,妊 婦血 中 に
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estradiol3-sulfate工7-glucuronideが存 在 す る こ と を 支 持 す る も の で あ る 。
第4節 考 察
特異抗血清 を用 いる血中estrogen二重抱合体の ラジオ イムノ アッセイは,従 来か ら行 なわ れ
ている分画,水 解 の操作 を必 要 とせず,estrioi3-sulfate16-glucuronideの場 合 は試料 を希
釈 す るのみ で,estradiol3-sulfate17-glucuronideではSep-pakCisカー ト リッ ジの 前処
理のみで測定す ることがで き,す こぶ る簡便であ る。 さらに精度,正 確度 も満足 し得 る方法で あ
ることが確かめ られた。
妊婦におけ るestriol3-sulfate16-glucuronideの血中 レベルは,妊 娠末期 に おいて著 明 に
増大 し,分娩後急速 に減少す ることが判明 した。 また従来報告例の なか ったestradiol3-sulfate
17-glucuronideは,妊i婦血中に少 量 なが ら存在 し,そ の レベルは妊娠末 期に上昇 す る傾向 を示
す ことも初めて明 らか となった。
ステロイ ドニ重抱合体の 直接 ラジオ イムノア ッセ イ法は,こ れ が初めてで あ り,今 後estrogen
二重抱合体の体内動態の解明や,抱 合 体の プ ロフィル分析に役立つ もの と期待 され る。
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結 論
遊 離型 な らびに抱合型estrogenの体 内動態 の把握は,卵 巣機能や胎児一胎 盤系機能の 診断 ,
排卵の予知にきわめて重要である。そのため信頼性 が高く,簡 便な アッセ ィ法の確立がつ よ く求め
られて きた。そ こで[C-6]ハプテ ン化 を抱合型estrogenに適 用 し,estrogenD環glucuronide
および二重抱合体の抗血清を調製 した。 さ らに,得 られた特異抗血清 を用いて二重抱合体 の直接
ラジオイ ムノ アッセイ法 を開発 し,生 体 試料へ の適用 を試み た。
D環glucuronideのハ プテン抗原調製法では,グ ルクロ ン酸部 を 保護 した ま まキ ャ リアー と
ステ ロイ ド核上の6位 で選択的に結 合 させ ることがで き,し か も得 られた抗血清 は優れた特異性
を有 し,A,D環の構造を ともによ く識別 す ることが判明 した。 この種 のアプ ローチは,ハ プテン
抗原の調製にとどまらず,ア フィニティークロマ トグラフィーなどにおけるステ ロイ ドglucuronide
の固定化に も適用で きるもの と考え られ る。
ついで本法 を二重抱合体のハ プテ ン抗原の調製に も応用 したが,中 間体の精製,取 り扱 いが容
易であ った。 また得 られた抗血清は,抱 合部位のA,D環 を含めたハ プ テ ン分子 全体 の構造 をよ
く識別 し,二 重抱合体に対 して優れ た特異性 を示 した。
最後に,こ れ らの抗血清を生体試料 に適 用 し,簡 便で信頼性の高い ラジオイムノアッセ ィ法を
開発 した。 その結果,妊 婦血 中にestradioi3-sulfate17-glucuronideの存 在 が初 め て立証 さ
れ るとと もに,estrogen二重抱合体の 消長が明 らかに された。ステ ロイ ドニ 重抱合 体の 直接 ラ
ジオイムノア ッセイに成功 したのは これが最初であ る。本法の開発は,今 後 これ らの体 内動態解
明 に役立つ もの と期待 され る。
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実 験 の 部
融 点 は 微 量 融 点 測 定 器(柳 本 製 作 所)を 使 用 し,未 補 正 。 旋 光 度 は 日 本 分 光DIP.4型 を,U
V吸 収 ス ペ ク トル は 日立Model124spectrophotometerを用 い て 測 定 し た 。iH-NMRス ペ ク ト
ル はtetramethylsilaneを内 部 標 準 物 質 と し,日 本 電 子ModelFX-100spectrometerを用 い
て 測 定 し た 。 ま た 略 号 と してs=singlet,d=doublet,dd二doubletofdoublets,m=multiplet
を 用 い た 。IRは 日 本 分 光ModelIRA-1spectrometerを,マ ス ス ペ ク ト ル(MS)は 日 立M.
52を用 い た 。HPLCは,順 相 系 の 場 合,装 置 にToyoSodaModel803A,カ ラ ム に μPorasil
(1ft.×1/4inchi.d.),UV検 出 器 にToyoSodaModelSF770を,逆 相 系 の 場 合,装 置
にWatersModelALC/GPC202,カ ラ ム に μBondapakCis(1ft .×1/4inchi.d)
(WatersAssoc.)また はDevelosi10DS-5(25cm×0。4cmi.d)(野 村 化 学),UV検 出
器 にWatersModel440を用 い た 。 カ ラ ム ク ロマ ト グ ラ フ ィ ー に はKiese工gel60(70-230mesh)
(且MerckAG,Darmstadt)ま た はTLC用KieselgelG(Typ.60)(E.MerckAG)
を,preparativeTLCにはKieselgel60HF2s4(E.MerckAG)を 使 用 し た 。Amberlite
XAD-2お よ びXAD-4樹 脂 はRohmandHaas(Philadelphia,PA)製を 用 い た 。
第1章 第2節 付 属 実 験
Methy[(3-Benzyloxy-6-oxoestra-1,3,5(10)-trien-17β 一yl-2;3'4'-tri-0-acetyl一
β 一D-glucopyranosid)uronate(3)
3-Benzyloxy-17β一hydroxyestra-1,3,5(10)-trien-6-one(2)94}(502mg)の 無 水 ト ル
エ ン 溶 液(20ml)に,新 た に 製 し たAg
2CO3(0.7g)お よ びrnethyi1-bromo-1-deoxy-2,3,
4-tri-0-acetyl一α 一D-glucopyranuronate(0.6g)を加 え 室 温 に て3日 間 撹 伴 。 触 媒 を 瀕 去 後,
酒 液 を 濃 縮 し シ リ カ ゲ ル を 用 い た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 す 。 ベ ン ゼ ン!エ ー テ ル(1:
1,v/v)に よ る 溶 出 画 分 を 濃 縮 後,CH2C12-MeOHよ り 再 結 晶 し3(425mg)を 無 色
針 状 晶 と し て 得 。mp104-108℃.[α]90-32.3。(c=0.06,CHCI3).Anal.CalcdC38
H44012:C,65.03;H,6.46.Found=C,64.94;H,6 .14.NMR(CDCIa .)δ=0.78
(3H,s,18-CH3),2.02,2.05(6H,3H,eachs,2㌧,3'一,4'-OCOCH,),3.65(I
H,m,17α 一H),3.74(3H,s,-COOCH .,),4.00(1H,d,J=・ ■10Hz,5'-H),4.60
(1H,d,J=7Hz,1'-H),4.85-5.35(3H,m,2'一,3'一,4'-H),5.05(2H,s,3-
OCH,C,H5),7.00-7.80(8H,m,aromaticH).IR堵 激cm-1:1680(6-oxo),1740
(・OCOCHr).
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Methyl(3-Hydroxy-6-oxoestra-1,3,5(10)-trien-17β 一yl-2;3i4'-tri-0-acetyl一
β 一Lトglucopyranosid)uronate(4)
3(102mg)を5%Pd-C(201mg)と と も にMeOHに 懸 濁 し,H2ガ ス 気 流 中 室 温 で3.5h
撹 伴 。 触 媒 を 瀕 去 後,沮 液 を 濃 縮,残 渣 をpreparativeTLCに 付 す 。 ヘ キ サ ン/AcOEt
(1:1,v/v)を 用 い て 展 開 し,RfO.44の 画 分 をAcOEtで 溶 出,エ ー テ ル よ り 再 結 晶
し4(46mg)を 無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp202-205℃.[α コ智 一11.6。(c-O.13,CHCI .,).
Anal.Calcd.C31H3sO12:C,61.78;H,6 .36.FoundlC,61.91;H,6.20.NMR
(CDCI3)δ=0.78(3H,s,18-CH3),2.02,2.05(6H,3H,eachs,2㌧,3'一,4㌧
OCOCH .,),3.65(1H,m,17a-H),3.74(3H,s,-COOCH3),4.00(1H,d,J=・
10Hz,5'-H),4.60(1H,d,J-7Hz,1'-H),4.85-5.35(3H,m,2'一,3'一,4'-H),
7.工0(1H,dd,J』 ユ0,2Hz,2-H),7.30(1H,d,J=10Hz,1-H),7.50(1H,d,
J-2Hz,4--H).
Methyl[6-(Carboxymethoxy)imino-3-hydroxyestra-1,3,5(10)-trien-17β一yl-2:3'4L
tri-O・acetyl一β一D-91ucopyranosid]uronate(5)
4(403mg)のMeOH溶 液(60ml)にcarboxymethoxylamine・1/2HCI(204mg)お よ び
AcONa(960mg)の 水 溶 液(8ml)を 加 え,37℃ に て19h撹 伴 。MeOH留 去 後 残 渣 に 水 を 加 え,
AcOEtで 抽 出 。 無 水Na、SO、 で 乾 燥 後 濃 縮,エ ー テ ル よ り再 結 晶 し5(386mg)を 得 。mp
198-201℃,[a]2B-38.8P(c-O.12,MeOH).NMR(CDCI3-CD30D)δ:0.78
(3H,s,18-CH,),2.02,2。05(6H,3H,eachs,2'一,3'一,4'-OCOCH3),3.60(1H,
m,17α 一H,3.76(3H,s,-COOCH,),4.05(1H,d,J-10Hz,5㌧H),4.65(3H,
m、1'-H,=NOCH2-),4.85-5.35(3H,m,2'一,3'一,4'-H),6.80(1H,dd,J10,2
Hz,2-H),7.15(IH,d,J=10Hz,1-H),7.30(1H,d,J=2Hz,4-H).
6-Oxoestradiol17-Glucuronide6-(0-CarboxymethyDoxime-BSAConjugate(7)
5(80mg)のDMF溶 液(2.4ml)に 氷 冷 下tri-nbutylamine(63μ1)およ びisobutyl
chloroformate(20μ1)を加 え12min撹梓 。 この溶 液 に 氷 冷 下BSA(200mg)のDMF(20
ml)-H,O(8ml)-1NNaOH(02ml)溶 液 を加 え,4℃ に て20h撹 非半。 反 応 液 を冷 水
に対 して48h透析 した後,凍 結乾燥 し,ハ プテ ンーBSA結合体(6)(277mg)を 得。
6(70mg)を精製水(26rnl)に溶解 し,5NNaOHに よ りpH12付近 に調整 し,室 温 にて
24h撹拝。冷水 に対 して72h透析後,凍 結乾燥に よ り7(48mg)を羽毛状粉末 と して得。UV法
(260㎜)によ りもとめたハ プテ ン/BSAの結合モル比は20であ った。
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3-Benzytoxy-6-oxoestra-1,3,5(10)-triene-16ar17β一diol(9)
6-Oxoestra-1,3,5(10)-triene-3,16a,17β一triol(8)5。}(812mg)の無 水EtOH溶 液
(40m1)に無 水K2CO3(1.89),benzylchloride(1.6mDを加 え4h還 流 。 沈 殿 物 を 瀕 去 し
た後,瀕 液 を 濃 縮,AcOEtよ り再 結 晶 し,9(866mg)を 無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp187-189℃.　
[a]D+15.9。(cニ0.09,CHCI3).Anal.CalcdC25H2804:C,76.50;H,7,19.
Found=C,76.45;H,7.25.NMR(CDC13)δ:0.81(3H,s,18-CH3),3.60(lH,
d,J=6Hz,17α 一H),4.10(1H,m,16β 一H),5.09(2H,s,3-OCH,C6H5),
7.OO-7.70(8H,m,aromaticH).
Methyl(3・-Benzyloxy-17β一hydroxy-6-oxoestra-1,3r5(10>-trien-16α 一yl-2:314'-
ty卜0-acetyl一β 一D-glucopyranosid)uronate(10a),
Methyl(3-Benzyloxy-16σ 一hydroxy-6-oxoestra-1r3,5(10)-trien-17β 一yト213i4'-
tyi-0幽acetyl一β 一D-glucopyranosid)uronate(10c)
9(1・79)の 無 水 ベ ン ゼ ン 溶 液(76ml)に 新 た に 製 し たAg2CO,(1・69)・methyl1-bromo-1-
deoxy-2,3,4-tri-Oacetyl-ct-D-glucopyranuronate(29)を加 え4.5h還 流 。 触 媒 瀕 去 後,酒
液 を 濃 縮 し,残 渣 を シ リ カ ゲ ル を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 す 。 ベ ン ゼ ン/エ ー テ ル
(1:1,▽ ノv)の 溶 出 画 分 をCH2Cl2-MeOHよ り 再 結 晶 し,10a(180mg)を 無 色 針 状
晶 と し て 得 。mp266-268℃.[a]掛 一13.0.(c-O.12,CHC13).Anal.CalcdC38H44
q3:C,64.40;H,6.26.Found:C,64.38;H,6.10.NMR(CDCI3)δ:0.81(3H,
s,18-CH3),2.02,2.05,2.06(each3H,eachs,2'一,3㌧,4'-OCOCH[),3.77(3H,
s,-COOCH3),3.60-4.20(3H,m,17a-,16β 一,5'-H),4.58(1H,d,J-7Hz,
1'-H),4.90-5.40(3H,m,2'一,3'一,4'-H),5.08(2H,s,3-OC、 厚2C6H5),7.00-
7.70(8H,m,aromaticH),MSm/z:708(M+).
さ ら に ベ ン ゼ ン/エ ー テ ル(Il1,v/v)に よ り 溶 出 し た 画 分 を 濃 縮 後,移 動 相 に ヘ キ サ
ン ノAcOEt(1:1,v/v),流 速1m1・min→ を 用 い た 順 相 系HPLCに よ り 精 製 。 保 持 時
間(Rt)22-26minの 画 分 よ り10c(14mg)を 無 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。mp99-108℃.N
MR(CDCI3)δ=0.79(3H,s,18-CH3),2.04,2.05,2.08(each3H,eachs,2'一,3'一,
4'-OCOCH3),3.36(1H,d,J-5Hz,17a-H),3.78(3H,s,-COOCH3),4.12
(1H,m,16β 一H),4.60(lH,d,J-7Hz,1㌧H),4.90-5.40(3H,rn,2'一,3'一,4㌧
H),5.09(2H,s,3-OCH,C6H,),7.OO-7,70(8H,m,aromaticH).MSm/z=
708(M+).
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Methyl(17β一Acetoxy-3-benzyloxy-6-oxoestra-lr3,5(10)-trien-17β一・yl-21314'-
tri-0-acetyl一β一D-glucopyranosid)uronate(10b)
10a(973mg)を ピ リ ジ ン(6.Oml)に 溶 解 し,Ac20(6.Oml)を 加 え70℃ でIh加 温 。 反 応
液 を 氷 水 中 に 注 ぎ,1h放 置 。AcOEtで 抽 出 後,有 機 層 を 順 次5%HCI,H20,5%
NaHCO3,H20で 洗 い,無 水Na,SO,で 乾 燥 。 濃 縮 後,残 渣 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に 付 す 。 ヘ キ サ ン ノAcOEt(2二1,v/v)で 溶 出 し た 画 分 をCH2Cl2-MeOH
よ り再 結 晶 し,10b(450mg)を無 色 針 状 晶 と して 得 。mp160-164℃.[α]Bo-35.1。(c-0.10,
CHC13).Anal.CalcdC40H460M:C,63.99;H,6.17.Found=C,64.00;H,
6.38.NMR(CDCI3)δ:0.78(3H,s,18-CH,),2.02,2.03,2.06,2.07(each3H,
eachs,17β一,2'一,3'一,4'-OCOCH,),3.78(3H,s,-COOCH.,),3.99(IH,m,5'-
H),4.30(1H,m,16β 一H),4.57(IH,d,J=8Hz,1'-H),4.90-5.40(3H,m,2'一,
3'一,4'-H),5.Ol(1H,d,J=6Hz,17α 一H),5.13(2H,s,3-OC飾C6H5),7.OO-
7.70(8H,m,aromaticH).
Methyl(16α 一Acetoxy-3-benzyloxy-6-oxoestra-1,3,5(10)-trien-17β一yl-2;314'-
tri-O-acetyl一β D-91ucopyranosid)uronate(10d)
少 量 の10cを ピ リ ジ ン(0.5mDに 溶 解 し,Ac20(0.5ml)を 加 え 室 温 に て 一 夜 放 置 。10bと
同 様 に 処 理 し,抽 出 液 を.乾 燥,溶 媒 留 去 し10dを 油 状 物 と し て 得 。NMR(CDCI3)δ=0.82
(3H,s,18-CH3),2.02,2.07(9H,3H,eachs,16a-,2'一3'一,4'-OCOCH(),3。73
(1H,d,J=7Hz,17a-H),3.78(1H,s,-COOCHi),4.00(1H,m,5'-H),4.63
(1H,d,J=7Hz,1'-H),4.90-5.40(4H,m,16β 一,2'一,3'一,4'-H),5.11(2H,s,
-OCH2CllH,),7.00-7.70(8H,m,aromaticH).
Methyl(3r17β 一Dihydroxy-6-oxoestra-1,3,5(10)-trien-16ct-yl-21314'-tri-〇-
acetyl一β 一D-glucopyranosid)uronate(11)
10a(110mg)を5%Pd-C(200mg)と と も にMeOH(60ml)に 懸 濁 し,Hzガ ス 気 流 中 室
温 で4h撹 伴 。 触 媒 瀕 去 後 潭 液 を 濃 縮,粗 結 晶 をCH2Cl2-MeOHよ り 再 結 晶 し,11(77mg)を
無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp240℃(dec.).[α]『-15.0.(c-O.10,CHCI3).Anal.Calcd.
C,1H38q31C,60.19;H,『6.19、Found:C,59.91;H,6.Il.NMR(CDCla)δ:
0.81(3H,s,!8-CH,),2.03,2.05,2.07(each3H,eachs,2㌧,3'一,4'-OCOCH.,),
3.77(3H,s,-COOCH3),4.09(1H,d,J=10Hz,5'-H),4.58(1H,d,J=7Hz,
1'-H),4.90-5.40(3H,m,2㌧,3'一,4"-H),7.04(1H,dd,J=8,3Hz,2-H),7.30
(1H,d,J=8Hz,1-H),7.48(1H,d,J-=3Hz,4-H).
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Methyl[6-(Carboxymethoxy)imino-3,17β一dihydroxyestra-1,3r5(10)-trien-16a-yl-
2∫3∫4ノーtri-0-acetyI一β 一D-91ucopyranosid]uronate(12)
11(51mg)お よ びcarboxymethoxylamine・1/2HCI(122rng)のMeOH溶液(8m1)にAc
ONa(122mg)の 水 溶 液(lm1)を 加 え35℃ で3.5h撹 伴 。MeOH留 去 後,残 渣 に 水 を 加 えAc
OEtで 抽 出 。 有 機 層 を 水 洗 し無 水Na,SO,で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 し12(50mg)を 無 色 無 晶 形 物 質 と
して 得 。NMR(CD,OD-CDCI .,)δ:0.77(3H,s,18-CH,g),2.03,2.05,2.09(each
3H,eachs,2'一,3'一,4'-OCOCH .,),3.67(1H,d,J=5Hz,17ct-H),3.77(3H,
s,-COOCH3),4.10(1H,d,J-10Hz,5'-H),4.65(1H,d,J=7Hz,1'-H),
4、68(2H,s,=NOCH2-),4,90-5.50(3H,m,2'一,3'一,4'-H),6.82(1H,dd,J=8,
2Hz,2-H),7.15(1H,d,J=8Hz,1.H),7.34(IH,d,J=2Hz,4-H).
6-Oxoestriol16-Glucuronide6-(aCarbOxymethyl)oxime-BSAConjugate(14)
12(50ml)をDMF(1.5ml)に 溶 解 し,氷 冷 下tri-n-butylamine(50μ1)およ びisobutyl
ch工oroformate(12.5μ1)を加 え30min撹 伴 。 さ ら にBSA(125mg)のDMF(2.25ml)-
H20(3ml)-INNaOH(0.125mD溶 液 を 氷 冷 下 に 加 え4℃ で 一 夜 撹 梓 。 反 応 液 を 冷 水 に 対
し て24h透 析 後,凍 結 乾 燥 に 付 しハ プ テ ン ーBSA結 合 体(13)(164rng)を得 。
13(163mg)の 水 溶 液(24m1)を5NNaOHに よ りpH12付 近 に 調 整 し,室 温 で24h撹 梓 。
冷 水 に 対 して24h透 析 後,凍 結 乾 燥 に よ り14(124mg)を 羽 毛 状 物 質 と して 得 。UV法(335nm)
に よ り も と め た ハ プ テ ン/BSAの 結 合 モ ル 比 は16で あ っ た 。
ハプ テン/BSA結合モル比の決定(UV法)
ハ プ テ ンと して各glucuronideacetate-methylester(5,12)を 用い た。Conjugate,ハ
プ テ ン,BSAを0.1NNaOHに 溶 解 し,そ れ ぞ れ のUVス ペ ク トル を測 定。 ハ プ テ ンの極
大吸収波長におけ る吸光度 か ら次式 によ り算出 した。
モル比H/B=
(1・一 夢 の/M・
(栖 一1,)/M,
こ こ で
IH,IB,IG=ハ プ テ ン,BSA,Conjugateの各 吸 光 度
x,y,ω:測 定 に 用 い た ハ プ テ ン,BSA,Conjugateの各 質 量
MH:ハ プ テ ンの 分 子 量
MB:BSAの 分 子 量(70,000を用 い た)
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抗血清 の調製
ハプテ ンーBSA結合体(7,14)で 雄性家兎3羽 をそれぞれ免疫 した。7あ るいは14(2mg)
を生理食塩液(0.5m1)に溶解後Freund'scompleteadjuvant(O.5ml)を加え,そ の 乳 濁液 を
家兎背部および四肢指間 に皮下注射 した。1カ 月毎に投与 し,6カ 月後,最 終投与の10日後 に頸
動脈よ り採血 した。室温に放置 して血 液を凝固 させ た後3,000rpmで10min遠心分離 し,得 られ
た抗血 清を一20℃で 保存 した。使 用時 は解凍 後,0.06%BSA,0.05%ウシ血清r一 グ ロブ リン
を含む0.05Mホウ酸緩衝液(pH8)によ り希釈 した。
第1章 第3節 付 属 実 験
[6,7-・sH]Estradiolユ7-glucuron三de(45.9Ci・mmol-1)はNewEnglandNuclear
(Boston,MA)製,[6,9-3H]estriol16-glucuronide(36.4Ci・mmor1)はRadiochemic-
alCentre(Amersham,UK.)製 を 用 い た 。 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー はBeckman
ModelLS7000を使 用 し,Bray'sscintillant95)を用 い て 測定 した 。
ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
〔3H]Estradiol17-91ucuronide(92P9,20,000dpm)ある い は[3H]estriol16-glucuronide
(148pg,25,000dpm)およ び 標 準 液 ま た は 試 料 液 を 遠 沈 管 に と り,N2ガ ス に よ り 溶 媒 を 除 去 し
た 後,希 釈 抗 血 清(1:3,000,1:5,000)(0.2ml)を 加 え 室 温 で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
50%飽 和(NH,)2SO4(0.2ml)を加 え て 室 温 に30min放 置 後,3,000rpmで 工Omin遠 心 分 離 。
上 清 の0.2mlを カ ウ ン テ ィ ン グ バ イ ア ル に と り,シ ン チ レ 一ーシ ョ ン カ ク テ ル(5ml)を 加 え て 放
射 活 性 を 測 定 し た 。
標 準 曲 線 の 作 成
Estradiol17-glucuronideまた はestriol16-glucuronide(0,20,50,100,200,500,1,000
お よ び2,000pg)を用 い て ア ッ セーイ し,横 軸 に 非 標 識 抗 原 添 加 量 をlogス ケ ー ル で,縦 軸 に 結
合 率 をnormalス ケ ー ル で プ ロ ッ ト した 。 この と き50-1,000pgの範 囲 で 定 量 可 能 な 検 量 線 が 得
ら れ た 。
交差 反応性試験
Estradio117-glucuronide,estriol16-glucuronideならび に近縁 ステ ロイ ド32種を 用 い て
[3H]標識抗 原の結 合 率 を50%阻害 す る添加量 を求めt次 式に よ り算出 した。
交差反応率[・=(Xo/X)x100
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Xo:結合率を50%阻害する非標識抗原の添加量
X:結合率を50%阻害する近縁ステロイ ドの添加量
第2章 第2節 付 属 実 験
Methyl[6(Carboxymethoxy)imino・・3-sulfooxyestra-1,3,5(10)-trien-17β一y卜2,'314'-
tri-0-acetyI一β一D-glucopyranosid]uronate(15)
5(203㎎)の ピ リ ジ ン溶 液(2.6ml)に 氷 冷 下 ピ リ ジン(1.Om1)一 ク ロ ロ ス ル ホ ン酸(1.Om1)
複 合 体 を 加 え 室 温 で17h撹 伴 。 反 応 液 に 多 量 の 水 を 注 ぎ,さ ら に30min撹 伴 。AmberliteXAD-
2カ ラ ム(20cmx1.5cmi.d.)に 通 導 し て い っ た ん 吸 着 さ せ,水 洗 後 濃NH40Hを 含 むMeOH
で 溶 出 。 濃 縮 後 残 渣 をTLC用 シ リ カ ゲ ル を 用 い た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 す 。CHCI,/
MeOH/H20(80:20:2.5,v/v)に よ る 溶 出 画 分 を 濃NH40H1滴 を 含 むMeOHよ
り再 結 晶 し,15(73mg)を 得 。mp276-279℃(dec.).[α]饗 一61.6。(c=O.06,MeOH).
Anal.Calc〔LC33H,1NO17S・5H20:C,46.86;H,6 .08;N,1.66.FoundtC,
42.21;H,5.72;N,1.64.NMR(CD30D)δ=0.72(3H,s,18-CH,),1.96,1,97,
2.02(each3H,eachs,2'一,3'一,4'-OCOCH3),3.69(3H,s,-COOCH .,),4.25
(1H,d,J-9Hz,1'-or5'-H),4.50(2H,s,=NOCH2-),7.24,7,75(2H,IH,
m,1-,2-,4-H).IRμ 摺 姦cm→:1750(Cニ0),1240(-OCOCH3),1045(-SO,H).
Methyl[6-[(4-Nitrophenoxy)carboxymethoxy)imino-3-sulfooxyestra-1,3,5(10)-trien-
17β一yl-2∫3∫4'-tri-()-acetyl一β 一D-91ucopyranosid]uronate(16)
15(67mg)の ア セ トニ ト リル 溶 液(5rnl)にp一 二 ト ロ フ ェ ノ ー ル(120mg)お よ びdicycl(ト
hexylcarbodiimide(DCC)(72mg)を加 え,遮 光 し て 室 温 で5日 間 撹 拝 。N2ガ ス 気 流 に よ
り溶 媒 を 除 去 し,残 渣 をpreparativeTLCに付 す 。AcOEtで 展 開 後,RfO.15の 画 分 を
ア セ トニ ト リル で 溶 出 。 溶 媒 を 留 去 し16(17mg)を 無 色 無 晶 形 物 質 と して 得 。NMR(CD,OD)
δ=0.74(3H,s,18-CH,),1 .97,2.02(6H,3H、eachs,2'一,3'一,4'-OCOCH .,),
瀦∴ 黒:蕊鵬 ∵ 幾 ㎎籍 噸oo一τ80
6-Oxoestradiol3-Sulfate17-Glucuronide6-(O・Carboxymethyl)oxime・-BSA
Conjugate(18)
16(17mg)を ピ リ ジ ン(1.OmDに 溶 解 し,BSA(35mg)の0.07Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.7)
溶 液(1.5ml)を 加 え 室 温 で11h撹 梓 。 反 応 液 を0.05MNaHCO,に 対 し て22h,水 に 対 し
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て24h,4℃で透析 し,凍 結乾燥 によ りハ プテンーBSA結合体(17)(40rng)を得。
17(40mg)の水溶液(20mDを5NNaOH(0.05mDに よ りpH12に調 整 し,室 温で24h
撹梓 。冷水 に対 して1昼 夜透析 した後凍結乾燥 に付 し,18(38mg)を得。UV法(260nm)に よ
りもとめたハ プテン/BSAの結合 モル比 は18であった。
Methy1(1フ β 一Acetoxy-3-hydroxy-6-oxoestra-1,3.5(10)-trien-16α一yl-2り3り4'-tri-
0-acetyI一β 一D-glucopyranosid)uronate(19a)
Methyl(17β 一Acetoxy-3,6ξ 一dihydroxyestra-1,3r5(10>-trien-16α 一yl-2;3;4'-
tri-0-acetyl一β 一D-gIucopyranosid)uronate(19b)
10b(437mg)をMeOH(200ml)に 懸 濁 し,5%P〔i-C(527mg)と と も にH2ガ ス 気 流 中
室 温 で3.5h撹 伴 。 触 媒 を 炉 去 し た 後 炉 液 を 濃 縮,残 渣 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に 付 す 。 ヘ キ サ ン/AcOEt(1:1,v/v)の 溶 出 画 分(TLC:RfO.34)をCH2Cl,-
MeOHよ り再 結 晶 し,19a(185mg)を 無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp207-210℃.[α]2B-160.9。
(c;0.09,CHCI.R).Anal.Calcd.C33"oO14:C,59.99;H,6.工0.Found:C,
58.49;H.6.20.NMR(CDCIDδ:0.78(3H,s,18-CH3),2.02,2.03,2.06,2.07
(each3H,eaehs,17β 一,2㌧,3'一,4'-OCOCH,),3.77(3H,s,-COOCH.,),3.97
(1H,d,J;工OHz,5'-H),4.55(1H,d,J=7Hz,1'-H),7.03(lH,dd,J-8,3
Hz,2-H),7.ユ8(1H,d,Jニ8Hz,1-H),7.46(1H,d,J=3Hz,4-H).MS
m/z:660(M+).UVλ 語 ～Hnm;257,317.
さ ら に ヘ キ サ ン/AcOEt(1:1,v/v)で 溶 出 し た 画 分(TLC:RfO。15)をCH2
Cl2-MeOHよ り 再 結 晶 し,19b(40mg)を 無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp230235℃.[ct]28-
106.3。(c=0.09,CHCIi).Anal.Calc{LC3.aH420t4=C,59.81;H,6.39.Found=
C,58.61;H,6.41.NMR(CDCh)δ=0.78(3H,s,18-CH3),2.02,2.03,2.06
(3H,3H,6H,eachs,17β 一,2'一,3'一,4'-OCOCH.a),3.77(3H,s,-COOCH,),
3.97(1H,d,Jニ10Hz,5'-H),4.55(1H,d,J-7Hz,1'-H),6.72(1H,dd,
J=9,3Hz,2-H),7.00-7.55(2H,m,1-,4-H).MSm/z=644(M+-H20),
UVR【 器IHnm:283,290(shoulder).
Methyl[17β一Acetoxy-6-(carboxymethoxy)imino-3-hydroxyestra-1,3,5(10)-trien-
16ct-yl-2;3∫4'-tri-O-aoetyl一β一D-91ucopyranosid]uronate(20)'
19a(202mg)およ びcarboxymethoxylamine・1/2HCI(482mg)のMeOH溶液(32ml)に
AcONa(485mg)の 水 溶 液(4ml)を 加 え,35℃ で 一 夜 撹 伴 。MeOH留 去 後 水 を 加 えAcOEt
で 抽 出 。 有 機 層 を 水 洗 し,無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 を 留 去 し 残 渣 をTLC用 シ リ カ ゲ ル を 用
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い た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 す 。CHC13/MeOH/H,O(80:20=2.5,v/v)に
よ り 溶 出 し た 画 分 を 濃 縮 し,20(2671ng)を無 色 油 状 物 と し て 得 。NMR(CD .,OD)δ:0.67
(3H,s,18-CH3),2.02,2.05,2.08(6H,3H,3H,eachs,17β 一,2'一,3'-J4'-
OCOCH,),3.74(3H,s,・-COOCH3),3.97(1H,d,J-9Hz,5'-H),4.60(3H,
m,1'-H,=NOCH2-)6.73(1H,d,Jニ8Hz,2-H),6.97(1H,d,J-8Hz,1- .
H),7.23(1H,s,4-H).
20を少 量 と り ・ ジ ァ ゾ メ タ ンの エ ー テ ル 溶 液 を 加 え 室 温 で10min放 置 後TLCに 付 す 。CHCL
/MeOH/H20(80:20=2.5,v/v)を 展 開 溶 媒 に 用 い た と き,RfO.45,0.60か らO.71,
0.84へ,ヘ キ サ ン ノAcOEt(2:3,v/v)を 用 い た と き,RfO.23か ら0.62へ移 動 。
Methy曜[17β一Acetoxy-6-(carboxymethoxy)imino-3-sulfooxyestra-1,3,5(10)-trien-
16αLyl-2∫314'-tri-O-acetyl一β 一D-glucopyranosid]uronate(21)
20(242mg)を ピ リ ジ ン(3ml)に 溶 解 し,氷 冷 下 ピ リ ジ ン(1.Oml)一 ク ロ ロ ス ル ホ ン 酸
(0.5ml)複合 体 を 加 え,室 温 で 一 夜 撹 伴 。 反 応 液 に5%NaHCO3(50ml)を 注 ぎ,さ ら に30
min撹 伴 。AmberliteXAD-4カ ラ ム(11cmxlcmi.d.)に 通 導 して い っ た ん 吸 着 さ せ,
水 洗 し た 後 濃NH40HI滴 を 含 むMeOHで 溶 出 。 濃 縮 後 残 渣 をTLC用 シ リ カ ゲ ル を 用 い た
カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 す 。CHCI,/MeOH/H20(80:20:2.5,v/v)に よ り
溶 出 し た 画 分 を 濃 縮 し21(87mg)を 無 色 無 晶 形 物 質 と して 得 。NMR(CDaOD)δ:0.78
(3H,s,18-CH3),1.97,1.98,2.04(3H,3H,6H,eachs,17β 一,2'一,3'一,4㌧
OCOCH3),3.70(3H,s,-COOCH.a),4.22(IH,d,J=9Hz,1'-H),4.77(2H,
s,=NOCH2-),7.10-7.80(3H,m,aromaticH).IRv鵠 髪cm→:1735(C=0),
1240(-OCOCH3),1040(-OSOhH).
21を少 量 と り,ジ ァ ゾ メ タ ンの エ ー テ ル 溶 液 を 加 え 室 温 に て 一 夜 放 置 後TLCに 付 す 。CHCI3
/MeOH/H20(80:20:2.5,v/v)を 展 開 溶 媒 と す る と き,RfO.14か ら0.24へ 移 動 。
Methyl[17β一Acetoxy-6-[(4-nitrophenoxy)carbonylmethoxy]imino-3-sulfooxyestra-1,
3,5(10)一・trien-16α一yl-2/3f4'-tri-〇-acetyl一β 一D-glucopyranosid]uronate(22)
21(42㎎)の ア セ トニ ト リ ル 溶 液(4mDにDCC(65mg)を 加 え,溶 解 後 た だ ち にP一 ニ ト
ロ フ ェ ノ ー ル(100mg)を 加 え て 遮 光 し,室 温 で21.5h撹 伴 。N2ガ ス 気 流 に よ り溶 媒 を 除 去 し,
残 渣 をpreparativeTLCに付 す 。AcOEtで 展 開 後,RfO.41の 画 分 を ア セ トニ ト リ ル で
溶 出 。 溶 媒 を 除 去 して22(23mg)を 無 色 油 状 物 と して 得 。NMR(CO30D)δ10.80(3H,s,
18-CH3),1.99,2.06(each6H,eachs,17β一,2'一)3'一,4'-OCOCH3),3.71(3H,
s・-C・ ・CH・)・6・86(2--9H・ ・i画N・ ・)・7・2・7・8・(3H・m・1-・
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2-・4-H)・8・・9(2--9H… 叫N・ ・)・
6-Oxoestriol3-Sulfate16-Glucuronide6-(OCarboxymethyl)oxime-BSA
Conjugate(24)
22(23mg)の ピ リ ジ ン 溶 液(0.5ml)をBSA(27mg)の0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液(pH7・4)溶
液(1.2ml)に 滴 下 し,16h撹 拝 。 反 応 液 を 水 に 対 し て7h,0.05MNaHCO3に 対 し て 一一
夜,4℃ で 透 析 した 後 凍 結 乾 燥 しハ プ テ ン ーBSA結 合 体(23)を 得 。
23を水(50mDに 溶 解 し5NNaOH(0.08ml)でpH12付 近 に 調 整,室 温 に て26.5h撹 伴 。
冷 水 に 対 して 一 夜 透 析 し,凍 結 乾 燥 に よ り24(33mg)を 得 。 硫 酸 発 色 法(λmax600nm)に よ り
も と め た ハ プ テ ン/BSAの 結 合 モ ル 比 は14で あ っ た 。
ハプ テン/BSA結合モル比の決定
1)UV法
ハプテ ンと して15を用 い,第1章 第2節 の方法に従 って算出 した。
2)硫 酸発色法
ハ プ テ ンと して21を用 い た。Conjugate,BSAお よ び 各割 合 のハ プ テ ン/BSAの 水 溶 液
(1ml)に濃H,SO4(3ml)を加 え,80℃ で1h加 熱。 極大 吸収 波長(600nm)にお け る吸光
度を測定 し,検 量線 よ り結合比 を算出 した。
抗血清 の調製
ハプテ ン抗原18,24を用い,第1章 第2節 の方法に従 ってそれぞれ家兎を免疫 した。6カ 月後,
頸動脈 よ り採血。3,000rpmで15min遠心分離 し,得 られた抗血清を一20℃で保存 した。
第2章 第3節 付 属 実 験
[6,7-3H]Estradio117-glucuronide(50.OCi・mmel-1)はNewEnglandNuclear
製,[6,9-3H]estriol16-glucuronide(22.4Ci・㎜ol→)はAmershamInternationaiplc
(Amersham,U.K.)製 を 用 い た 。Sep-pakC18カ ー ト リ ッ ジ はWaters製,TLCに はD(>
FertigplattenKieselgel60F-254(E.Merck)を,クロ マ ト ス キ ャ ナ ー はAlokaModel
TLC-101,検 出 器 はAlokaModelTRM-101を 用 い た 。 ま た 放 射 活 性 の 測 定 に は ト ル エ ン ー
TritonX-100(tT21)scintillant96〕を 用 い た 。
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[6,7-3H]Estradiol3-Sulfate17-Glucuronideの調 製
モ ル モ ッ ト肝 ホ モ ジ ネー ト105,000xg60min遠心 上 清(O.7ml,12mgProtein),3'-phosphoad-
enosine-5'-phosphosulfate8。〕(750nmol)の1mMTris-HCI緩 衝 液(pH8、7)溶 液(0 .5
ml),Dglucaro-1,4-lactone(1mg)の0.1rnMdithiothreitolを含 む0。1MTris-HC1
緩 衝 液(pH7・5)溶 液(1.2mDを よ く混 合 し,こ れ に[6,7-3H]estradio117-91ucuronide
(100μCi,2mmoDを 加 え,37℃ で2hイ ン キ ュ ベ ー ト。60℃ で30-40s加 熱 後,3,000rpm
で15min遠 心 分 離 。 上 清 を 希AcOHに よ り 弱 酸 性 と し,あ ら か じ め0 .5%NH,H2PO,で
洗 浄 し たSep-pakClsカー ト リ ッ ジ に 通 導 吸 着 さ せ,同 じ溶 液(10mDで 洗 浄 し た 後MeOH
(10ml)で溶 出,NH,OHを 加 え て 弱 塩 基 性 と した 。
一 方 沈 殿 物 にEtOH(5ml)を 加 え て 抽 出 し
,懸 濁 液 を 遠 心 分 離i。上 清 を さ き のMeOH溶
出 液 と 合 わ せ て 濃 縮 し,残 渣 を カ ラ ム に μBondapakCls,移 動 相 に0.S%NH4H2PO、/
CH,CN(5:1,v/v),流 速1ml・Min'iを 用 い た 逆 相 系HPLCに 付 す 。Rt15.O-17.5
minの 画 分 を 分 取 し,CH3CNを 留 去 後AmberliteXAD-4カ ラ ム(7 、5cm×0.6cmi.d.)
に 通 導,吸 着 。 水 洗 後,濃NH40Hl滴 を 含 むMeOH(10mDで 溶 出 。 濃 縮 後 再 度HPLC
に 付 し,同 様 に 処 理,MeOH溶 出 液 を 濃 縮 し,[6,7-3H]estradiol3-sulfate17-glucuronide
(13μCi)を得 。
CHC13/MeOH/14%NH,OH(35:15=6,v/v)を 展 開 溶 媒 と す るTLCに 付 し
た と こ ろ,非 標 識 標 品 とRf値(0.22)が 一 致 し た(Cf.estradio117-g三ucuronide:RfO.45)。
[6,9・-3H]Estriol3-Sulfate16-Glucuronideの調 製
モ ル モ ッ ト肝 ホ モ ジネ ー ト105,000xg上清(0.5ml,10mgprotein)、3'-phosphoadenosine-5'-
phosphosulfate(140nmol)の1mMTris-HCI緩衝 液(pH8、7)溶 液(0.5ml),D-glucar〔ト
1,4-Iactone(Img)の0.lmMdithiothreito1を含 む0.工MTris-HC1緩 衝 液(pH7.5)
溶 液(1.Oml)を よ く 混 合 し,[6,9-3H]estriol16-glucuronide(50μCi,2.23nmo1)
を 加 え,37℃ で2hイ ンキ ュ ベ ー ト。[6,7-3H]Estradio13-sulfate17-glucuronideの場
合 と 同 様 に 処 理 。 逆 相 系HPLCは,カ ラ ム に μBondapakC18,移 動 相 に0.5%NH、H,PO、
/MeOH(2.5:1,v/v),流 速1ml・Min-iを 用 い,Rt12.5--15.5minの画 分 を 分 取 し た 。
AmberliteXAD-4カラ ム(7.5cm×0.6cmi.d)か ら のMeOH溶 出 液 を 濃 縮 し,[6,9-3Hコ
estriol3-sulfate16-glucuronide(4.3μCi)を得 。
CHCI,ノMeOH/1495NH,OH(35=1516,v/v)を 展 開 溶 媒 と ず るTLCこ 付 し
た と こ ろ,非 標 識 標 品 とRf値(0.16)が 一 致 し た(Cf.estriol16-glucur・onide:RfO.31)。
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ア ッセイ用緩衝液
標識抗原,非 標識抗原 およ び抗 血清 の希釈 には,ア ッセ イ用緩衝液 と して0・004%BSAおよ
びO.1%NaN,を含 有 す る0.05MKH2PO,-Na2HPO4緩 衝 液(pH7.4)を 用 い た 。
ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 で 希 釈 調 製 し た 非 標 識 抗 原 標 準 溶 液 あ る い は 試 料(0.1ml)お よ び[3H]
estradiol3-sulfate17-giucuronide(40P9,10,000dpm)ある い は[3H]estriol3-sulfate
16-glucuronide(85pg,8,000dpm)(0.1ml)を遠 沈 管 に と り混 和 。 ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 で 全 量 を0.3
m1と した 後,希 釈 抗 血 清(1:200,1:2,000)(0.工mDを 加 え て 混 和 し,4℃ で 一 夜 イ ンキ ュ
ベ ー ト。 デ キ ス ト ラ ン(O.05%)一 炭 末(0.5%)を 懸 濁 した ア ッ セ イ 用 緩 衝 液(0.4ml)を 加
え て0℃ で5min放 置 後,3,000rpMで15min遠 心 分 離 。 上 清 のO.6m1を カ ウ ン テ ィ ン グ バ イ ァ
ル に と り,シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ク テ ル(5ml)を 加 え て 放 射 活 性 を 測 定 し た 。
標 準 曲 線 の 作 成
Estradiol3-sulfate17-glucuronideまた はestrio13-sulfate16-glucuronide(0,50,
100,250,500,700,1,000,2,000およ び5,000pg)を用 い て ア ッ セ イ し,横 軸 に 非 標 識 抗 原 添
加 量 をlogス ケ ー ル で,縦 軸 に 非 標 識 抗 原 無 添 加 時 に 対 す る 各 結 合 率 の 比(B/Bo値)を
norma1ス ケ ー ル で プ ロ ッ ト し た 。 こ の と ぎestradiol3-sulfate17-glucuronideでは100-
2,000pg,estriol3-sulfate16-glucuronideではSO-2,000pgの 範 囲 で 定 量 可 能 な 検 量 線 が 得
ら れ た 。
交 差 反 応 性 試 験
Estradio13-sulfate17-glucuronide,estriol3-sulfatel6-glucuronideなら び に そ れ ぞ
れ の 近 縁 ス テ ロ イ ド20種お よ び18種 を 用 い,第1章 第3節 と 同 様 に し て 交 差 反 応 率 を 算 出 した 。
第3章 第2節 付 属 実 験
[6,9-3HコEstrioll6-glucuronide(28.9Ci・mmo「1)はAmershamInternationalplc
製 を 用 い,第2章 第3節 の 方 法 に 従 っ て[6,9-3H]estriol3-sulfate16-glucuronideを調
製 した 。 標 識 抗 原,非 標 識 抗 原,血 清 試 料 お よ び 抗 血 清 の 希 釈 に は,第2章 第3節 と 同 様 の ア ッ
セ イ 用 緩 衝 液 を 用 い た 。
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ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
10一ユ00倍に 希 釈 し た ヒ ト血 清(0.1ml),お よ び[3H]estriol3・・sulfate16-glucuronide
(68P9,S,OOOdpm)(O。1mDを遠 沈 管 に と り,ア ッ セ ィ 用 緩 衝 液 で 全 量 を0.3mlと し た 後,希 釈
抗 血 清(O,1ml)を 加 え て 混 和 し,4℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト。 デ キ ス トラ ンー 炭 末 懸 濁 液(0.4ml)
を 加 え て0℃ で5min放 置 後,2,800rpmで ユ5min遠 心 分 離 し,そ の 上 清 を カ ウ ン テ ィ ン グ バ ィ
ア ル に と り,ト ル エ ン ーTritonX.100(tT21)scintillant(5ml)を加 え て 放 射 活 性 を 測
定 した 。
標準 曲線 の作成
10-100倍に希 釈 した炭末 処理血 清(0.1m1)およびestriol3-sulfate16-glucuronide標
準溶 液(O,50,100,250,500,700,1,000および2,000p9,0.1mDを用 いて ア ッセ ィ し,第
2章第3節 の方法 に従 って標準曲線を作成。 この とき50-2,000pgの範囲で定量可能な検量線が
得 られ た。
添 加 回 収 試 験
炭 末 処 理 血 清 を100倍 に 希 釈 し,estrio13-sulfate16-glucuronide(100,250,500およ び
1,000Pg)を そ れ ぞ れ 添 加 し,前 述 の ア ッ セ イ 法 に よ り測 定 を 行 な っ た 。
HPLC一ラ ジオイム ノア ッセィ
逆 相 系HPLCは,カ ラム に μBondapakCls,移動 相 にO.5%NH,H,PO,/MeOH
(2.2:lpv/v)を 流 速0.8m1・rniガ1で用い,試 料 はWatersModelU6KsamplelooP
injectorによ りクロマ トグラフに注入 した。 あ らか じめ非 標識 標品 を注入 してRtを 記 録 し,
つ ぎに血清 試料 を注入 してestriol3-sulfate16-glucuronideの画 分(Rt13.5-16.5min)
を分取 した。
400μ1の血 清試 料に[3H]estriol3-sulfate16-glucuronide(32,000dpm)を添 加 し,
ア ッセ ィ用緩 衝液 に よ り全量 を2.Ornlとす る。 あ らか じめO・5%NH ,,H2PO4で洗 浄 したSep-
pakC18カー トリッジに通導吸着 させ,同 じ溶液(8mDで 洗浄 した後MeOH(8rnl)で溶 出,
濃縮 後HPLCに付 す。分 取 した画 分 を溶 媒 除 去 後MeOH/H,O(4=1,v/v)(1・Om1)
に溶解 し,そ の0.5m1をカウ ンティングバ イアルに と り放射 活性 を測定,回 収率 を算出。一方 ,残
りの0.5mlはN2ガス気流で溶媒 を除去後4℃ で保存。 使用 時 に アッセ イ用緩衝 液で希 釈 し,
ラジォィムノアッセィに付す。
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第3章 第3節 付 属 実 験
[6,7-3H]Estradiol3-sulfate17-glucuronide(50.OCi・mmol"i)は第2章 第3節 で
調 製 し た も の を,血 清 試 料 そ の 他 の 希 釈 に は 第2章 第3節 と 同 様 の ア ッセ イ 用 緩 衝 液 を 用 い た 。
ま たsulfatase一β 一glucuronidase製剤(Helixpomatia由 来,TypeH-1)はSigma(St.
Louis,MO)製 を 使 用 し た 。
ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
血 清 試 料(0.4-1.2ml)に[3H]estradiol3-sulfate17-glucuronide(4,000dpm)を添
加 後 水 で4倍 量 に 希 釈 し,あ ら か じめ 水 で 洗 浄 したSep-pakCIBカー ト リ ッ ジ に 通 導 吸 着 さ せ,
水(10ml)で 洗 浄 後MeOH(20ml)で 溶 出 。 溶 媒 除 去 後 ア ッ セ イ 用 緩 衝 液 で 最 初 の 容 量 に 調 整
し,そ の 半 量 を カ ウ ン テ ィ ン グバ ィ ア ル に と り,ト ル エ ン ーTritonX.100(tT21)scintillant
(5mi)を 加 え て 放 射 活 性 を 測 定,回 収 率 を 算 出 。 残 りの 半 量 を ア ッセ イ 用 試 料 と す る 。 こ の 試
料 溶 液0.lmlお よ び[3H]estradiol3-sulfate17-91ucuronide(40P9,10・OOOdpm)(0.1ml)
を 遠 沈 管 に と り,ア ッセ イ 用 緩 衝 液 で 全 量 を0.3m1と し た 後,希 釈 抗 血 清(0.lmDを 加 え て 混
和 し,4℃ で 一一夜 イ ンキ ュ ベ ー ト。 デ キ ス ト ラ ン ー 炭 末 懸 濁 液(O.4ml)を 加 え0℃ で5min放
置 後,2,800rpmで15min遠 心 分 離 し,そ の 上 清O.6mlを カ ウ ン テ ィ ン グ バ イ ア ル に と り,ト ル
エ ンーTritonX-100(tT21)scintillant(5ml)を加 え て 放 射 活 性 を 測 定 し た 。
標 準 曲 線 の 作 成
炭 末 処 理 した 血 清 を 前 述 の ア ッ セ イ 法 に 従 ってSep-pakClsカ ー ト リ ッ ジ で 処 理 し,そ の0.l
mlお よ びestradiol3-sulfate17--glucuronide標準 溶 液(0,50,100,500,1,000お よ び
2,000pg,0.!rnDを用 い て ア ッ セ イ し,第2章 第3節 の 方 法 に 従 っ て 標 準 曲 線 を 作 成 。 こ の と き
50-2,000pgの範 囲 で 定 量 可 能 な 検 量 線 が 得 られ た 。
添 加 回 収 試 験
炭 末 処 理 し た 血 清 にestradiol3-sulfate17-glucuronide(100,500およ び1,000pg)お よ
び[3H]estradio13-sulfate17-glucuronide(4,000dpm)をそ れ ぞ れ 添 加 し,前 述 の ア ッ セ
イ 法 に よ り測 定 を 行 な っ た 。
HPLC一 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
逆 相 系HPLCは,カ ラ ム にDevelosilODS-・5,移動 相CeO.5%NH,H2PO,/CH3
CN(6:1,v/v)を 流 速0.9m1・miが で 用 い,試 料 はWatersModelU6Ksampleloop
injectorによ り ク ロ マ ト グ ラ フ に 注 入 した 。Estradiol3-sulfate17-glucuronideの画 分 と
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してRt11.0-14.Ominの画分を分取 した。
血清試料(20ml)を水(60ml)で希釈 し,AmberliteXAD-4カラム(21cmx1.5cmi.d.)
に通導,吸 着。通過液を再度 通導 し,水(400ml)で 洗浄 後濃NH40H(1ml)を 含むMeOH
(300mDで溶出。 濃縮 後残渣 を少 量の 含水MeOHに 溶解 しHPLCに付 す。 分取 した画分 の有
機溶媒 をN2ガ ス気 流に よ り除去 した後,Sep-pakCisカー ト リッジに通導,吸 着 。 水洗(10
ml)後,MeOH(20ml)で溶出。溶媒 を除去 した後 アッセ ィ用緩衝液(4ml)に 溶解 し,ラ ジ
ォ イムノア ッセ イ用 試料 とす る。
酵 素 水 解
血 清 試 料(20mDを0.1M酢 酸 緩 衝 液(pH5・0)(60ml)で 希 釈 し,sulfatase(96units)一
β 一glucuronidase(1,500units)を加 え37℃ で23hイ ン キ ュ ベ ー ト。 加 熱 に よ り除 た ん 白 後 遠 心
分 離 し,そ の 上 清 をHPLC一 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に 付 す 。
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